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摘   要 
 
当今社会能源危机和环境污染问题受到越来越多的关注，开发新的能源体系
已成为世界各国的共识。氢气由于其本身无色、无嗅、无毒且燃烧后仅生成水而
被认为是理想的清洁能源。另外，氢气的能量密度高，每千克氢气的热值为
143MJ，约为石油热值的 3 倍；它可以气态、液态或固态金属氢化物的形式储存，
能适应各种应用环境下的不同要求，因而“氢经济”成为各国经济发展规划的重要
组成部分。 
 本研究探讨了氮源、碳源、葡萄糖浓度、温度、以及初始 pH 值对产酸克
雷伯氏菌 HP1 产氢的影响。单因子实验结果表明：碳源对产氢量的影响远远大
于氮源,；综合考虑确定以硫酸铵(2g/L)和蛋白胨(1g/L)为氮源,；葡萄糖为 适碳
源；培养转速选择为 100r/min。然后通过正交实验确定：葡萄糖浓度 10g/L，初
始 pH8.0，温度 37 ℃为 优组合。实验结果表明，产酸克雷伯氏菌 HP1 在 14 h
内产氢量达到 1.16 L/L。 
琼脂，海藻酸盐，明胶，PVA-硼酸均能很好地将细胞固定在载体之中，达
到截留的目的。其中海藻酸钙固定化方法较为温和, 有良好的生物相容性，而且
能很好地保持细胞的产氢活性。磷酸盐体系和柠檬酸盐体系做缓冲盐, 海藻酸钙
凝胶解体，而 Tris 做缓冲盐, 海藻酸钙凝胶球没有破碎，因此 Tris 比较适合作凝
胶球固定化培养的缓冲盐。通过实验确定， 适宜浓度为 5g/L。 
产酸克雷伯氏菌 HP1 的 佳固定产氢温度与游离产氢 适温度相同，但
佳固定化产氢 pH与游离产氢 适 pH不相同，这主要是因为用Tris代替
K2HP04-NaH2P04缓冲体系。固定化产氢实验表明，固定产氢初始pH值为 9.0，温
度 37 ℃，转速在 150 r/ min时, 产氢效果 好。 
控制起始 pH 值为 8.0，葡萄糖浓度为 10 g/L，控制水力停留时间为 2h，反
应温度 37 ℃，实验结果表明，海藻酸钙凝胶球连续产氢平均产氢速率达到
33.8mmol/L·h，连续产氢 7 天。 
 
关键词：生物制氢；产酸克雷伯氏菌 HP1；固定化细胞 
 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
Abstract 
 
With the development of economy, people in the whole world pay more and 
more attention to energy scarcity and environmental pollution. Developing new 
energy system is being arranged by most of main countries. Hydrogen has been 
considered as one of the most ideal future energy, because it is clean, pollution-free, 
high heat value and can be stored and transported very easily. “Hydrogen economy” is 
becoming an important part of economic development for many countries. 
  In this research, we figured out some common rules influence the activity of the 
hydrogen production (e.g. nitrogen source, carbon sources, glucose concentration, 
initial pH, temperature). The results of single-factor test of Klebsiella oxytoca HP1 
suggests that: (1) carbon source is more important than nitrogen source in hydrogen 
production; (2) (NH4)2SO4 (2g/L) and peptone (1g/L) is chosen as the nitrogen source ; 
(3) glucose is the best carbon source among different carbon sources in hydrogen 
production; (4) rotate rate 100r/min is choosen in the study. Using orthogonal test 
optimizes the conditions above, and finally it indicates that the ideal hydrogen 
production condition should be: glucose concentration 10 g/L, pH 8.0 and the 
temperature 37 .℃  
   Klebsiella oxytoca HP1 can be immobilized by agar, alginate, PVA and glutin. 
Alginate is the best immobilization material for Klebsiella oxytoca HP1 cells and it 
keeps the activity of hydrogen production and has good biological compatibility. 
Na2HP04-KH2P04 and citric acid can break down the Ca-alginate gel beads, but Tris 
don't, so Tris is the best buffer and we figure out that the best concentration is 5 g/L in 
the study. 
 The best immobilization temperature for hydrogen production of Klebsiella 
oxytoca HP1 is the same to mobilization temperature, however, the best 
immobilization pH for hydrogen production of Klebsiella oxytoca HP1 is not the same. 
The main reason is that we use the Tris instead of the K2HP04-NaH2P04  in the study. 
The result of immobilization test of hydrogen production suggests that: initial 
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immobilization pH 9.0, immobilization temperature 37℃, rotate rate 150r/min is the 
best ideal hydrogen production condition. 
   When the Ca-alginate gel beads are applied for continuous hydrogen production, 
under the conditions: initial sugar concentration 10 g/L, initial pH 9.0, HRT 2h, 
temperature 37 ℃,  the average rate of hydrogen production is achieved as 33.8 
mmol/ L·h , during a 7-day continuous hydrogen production. 
 
Key words: biological hydrogen production; Klebsiella oxytoca HP1; immobilized 
cells 
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厦门大学硕士论文：产酸克雷伯氏菌 HP1 产氢条件优化及固定化的研究 
1 前言 
1.1 能源问题与对策 
1.1.1 能源问题 
化石燃料——煤炭、石油与天然气，合计占全球现在使用能源总量的 85%以
上。按目前消耗速度仅可用 50 年，天然气可用 60 年，煤炭可用 200 年[1]。能源
消耗与能源供给间的缺口将逐年加大。据估算，21 世纪化石燃料中有的将被开
采殆尽，有的因开采成本高以及开发使用导致的一系列环境问题而失去开采价
值。化石燃料终将耗尽是无可争辩的事实[2]。 
国际能源机构(IEA)2004 年公布了新版《世界能源预测》，对 2030 年前的能
源需求、使用进行了预测,指出未来能源需求将继续保持增长，化石类燃料将占
主导。该报告称 2000-2030 年间，全球一次能源每年需求增幅为 1.7%，到 2030
年时年需求将达到 153 亿吨原油(折合)，而目前全球能源消费总量为 90 亿吨原
油(折合)，能源需求增长的 90%为化石类燃料。未来全球石油每年需求增幅为
1.6%，将由 2000 年的 7500 万桶/天增至 2030 年的 1.2 亿桶/天，其中的 75％将
用于满足交通运输需求。天然气需求增长 快,天然气需求将翻一番，在能源需
求中的份额将从目前的 23%增至 28%，未来将有大量的电厂使用天然气作燃料。
煤炭需求也会增加，但比石油和天然气的增幅要小。中国已成为世界上的第二大
一次能源消费国，随着经济的不断发展,能源需求将继续增长，且需进口大量石
油和天然气资源。但是石油等能源的价格一直在上升，目前每桶石油已经到了
70 美元。 
化石能源的使用中产生大量的二氧化碳、二氧化硫、氮氧化合物等是造成环
境恶化的直接原因[3]。科学家们长期跟踪调查的结果表明目前全球气候正在变
暖，引起全球气候变暖的直接原因是温室气体的大量排放。据统计全球每年排入
大气中的二氧化碳大约145亿吨。全球气候变暖将导致地球海平面变化，温带北
移，引发一系列社会经济乃至政治外交问题。此外，中国、欧洲、北美世界三大
酸雨区的形成，则归因于二氧化硫、氮氧化合物的排放。随着环境的破坏，地球
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上的生物正在加速灭绝， Alan Pounds and Robert Puschendorf 在2004年一月出版
《自然》杂志称，全球变暖将导致地球生物分布和数量发生改变，如果温度继续
上升，许多生物将灭绝[4]。在半个世纪后，约有100万个物种从地球上消失。化
石燃料的污染，生态环境的破坏也使人类的生存受到威胁。不少大中城市的空气
污浊，在世界10大空气污染 严重城市中，中国占5个，其中包括北京。据国内
外环境经济学专家分析，在全国范围内每年因大气污染超过国家标准而过早死亡
的人数达15-20万。 
1.1.2 能源对策 
社会经济日益发展，能源需求越来越大，而地球上的化石燃料是有限的。除
了提高能源利用率，节约能源，寻找无污染的可替代新能源是非常必要的。 “可
在生能源”和“可持续发展”的“新能源”正是由此而诞生并被列入世界各国重要议
题。新能源包括太阳能、生物质能、氢能、核能和风能等。其中生物质能、氢能
因其储量丰富、可再生、是清洁能源，越来越受到人们的重视。 
生物质能是太阳能以化学能形式贮存在生物中的一种能量形式,是可再生能
源。它直接或间接来源于植物的光合作用。地球上的植物进行光合作用所消费的
能量，占太阳照射到地球总辐射量的 0.2%。所占比例不大，但绝对值惊人：光
合作用消费的能量是目前人类能源消费总量的 40 倍，生物质能是一个巨大的能
源。就纤维素类生物质而言,我国农村可供利用的农作物秸秆达 5～6 亿吨，相当
于 2 亿多吨标准煤。此外还有林产加工废料约为 3000 万吨、1000 万吨左右的甘
蔗渣[5]。目前世界各国正逐步采用如下方法利用生物质能[6]：（1）热化学转换法，
获得木炭、焦油和可燃气体等品位高的能源产品；（2）生物化学转换法，主要
指生物质在微生物的发酵作用下，生成沼气、酒精等能源产品；（3）利用油料
植物所产生的生物油；（4）把生物质压制成成型状燃料(如块型、棒型燃料)，
以便集中利用和提高热效率。利用生物质能可以减少燃烧产生的 CO2的净排放，
同时由于其所含N和S很低, 在利用生物质能时SOX 和NOX的排放量也要远小于
化石燃料，因此生物质能的利用已成为新能源开发的一个重要方向[7,8]。 
氢气是一种比较理想的载能体，它的优点主要包括:（1）燃烧热值高，每千
克氢燃烧后能放出142.35千焦的热量，约为汽油的3倍，酒精的3.9倍；（2）理想
2 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
厦门大学硕士论文：产酸克雷伯氏菌 HP1 产氢条件优化及固定化的研究 
清洁能源，燃烧的产物是水，对环境无任何污染；（3）适用范围广，贮氢燃料电
池既可用于汽车、飞机、宇宙飞船，又可用于其他场合供能；（4）贮电的技术经
济性能有可能超过其他同类技术，转换为动力的热效率比常规化石燃料高30%～
60%；（5）适用管道输送，可以和天然气共用输送系统，且输送成本低、损失小
等。 
因为氢具有以上诸多优点，人们早就开展了与氢能发展相关的研究项目[3-8]，
例如北欧国家如冰岛、丹麦等已在筹划建立国家氢能系统[9-10]。在日本，由能源
部主导的WE-NET(World Energy Network)计划于 1993 年正式启动，目标是在 20
年内建立一个世界范围的能源网络，以实现对可再生能源——氢能的有效生产、
运输和利用[11]。我国已经开始“氢能的规模制备、储运及相关燃料电池的基础研
究”（即氢能“973”项目），正在进行“十五”氢能项目和“863”燃料电池汽车等重大
研究专项。 
要实现氢能的实际应用，首先需要解决的就是当前所采用的制氢技术中成本
过高的问题。 
1.2 制氢方法 
1.2.1 传统氢的制备方法 
传统氢的制备方法主要有煤气化、天然气／烃类物质的氧化重整、重油部分
氧化、水电解制氢等[12]。 
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.  
图 1-1 目前采用的制氢方法及氢的应用 
Fig.1-1 The current pathways of hydrogen production and application 
 
（1）煤气化：煤在高温高压下与气化剂转化成气体产物。气体产物中含有
氢气等组分，氢气的比例约为30～39％。煤气法制氢能耗高，需要消耗大量的原
煤，得率相对较低。 
（2）天然气／烃类物质的氧化重整：该法是在催化剂存在下与水蒸气反应
制得氢气。此法需要外部供热，热效率较低。反应过程中水消耗量大，并且能耗
较高。 
（3）重油部分氧化：重油原料包括有常压、减压渣油及石油深度加工后的
燃料油。重油与水蒸气及氧反应制得含氢的气体。部分重油燃烧提供转化吸热反
应所需热量.产物中氢气体积占46％。 
（4）水电解制氢：水电解制氢是氢与氧燃烧反应生成水的逆过程.提供电能
使水分解制得氢气效率一般为75～80％，制得的氢气纯度较高，工艺过程简单并
且无污染，但是消耗电量大，浪费能源，因此应用受到一定的限制。近年来水电
解的工艺、设备不断改进，如使用固体高分子离子交换膜作为电解质，替换原来
使用的强碱性电解液；在电解工艺上采用高温高压参数以利于反应进行等，水电
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